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A coisa mais bela que o homem pode experimentar é o mistério. É esta a emoção fundamental que 
está na raiz de toda ciência e arte. O homem que desconhece esse encanto, incapaz de sentir 
admiração e estupefação, esse já está, por assim dizer, morto e tem os olhos extintos. 
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O Proteus mirabilis é um importante patógeno do trato urinário humano, 
envolvido especialmente em infecções hospitalares, afetando principalmente jovens do 
sexo masculino. Este microrganismo também tem sido apontado como causador de 
infecções fora do trato urinário, tanto em humanos como em animais. 
Camundongos são animais amplamente utilizados em pesquisa e a 
contaminação desses animais por agentes bacterianos, ainda que inaparente, pode 
inviabilizar sua utilização. O P. mirabilis é um agente freqüentemente encontrado nos 
pulmões desses animais, o que torna preocupante sua utilização na experimentação, 
pois é sabido que, mesmo infecções subclínicas, podem alterar os resultados 
experimentais. 
Os lipopolissacarídeos (LPS) são os principais componentes da parede celular 
do gênero Proteus e de outras bactérias Gram-negativas, sendo um potente ativador do 
sistema imune e um dos fatores responsáveis por sua virulência. Embora muitos 
estudos tenham demonstrado o envolvimento desse gênero em infecções do trato 
urinário, experimentos envolvendo esse agente em infecções do trato respiratório são 
escassos e inconclusivos. 
No presente experimento, foi avaliada a resposta inflamatória pulmonar em 
camundongos isogênicos da linhagem C57Bl/6 infectados com duas cepas diferentes 
de P. mirabilis, uma cepa-padrão ATCC:IAL 2434 e outra isolada do pulmão de 
camundongos provenientes do Biotério de Camundongos Isogênicos do Instituto de 
Ciências Biomédicas - ICB/USP, aqui denominada cepa CAM. 
A administração de LPS nos camundongos induziu aumento de células totais no 
lavado broncoalveolar (BAL), principalmente neutrófilos, quando comparados com os 
animais controle. Os camundongos infectados com a cepa ATCC apresentaram maior 
infiltrado celular no BAL em relação aos que receberam apenas LPS. A administração 
de LPS em camundongos infectados com a cepa ATCC aumentou significativamente o 
infiltrado celular no BAL em comparação com os animais infectados com a cepa ATCC 
que não receberam LPS. Nos animais infectados com a cepa CAM, o infiltrado celular 
foi significativamente maior que nos animais que receberam a cepa ATCC, e a 
administração da cepa CAM+LPS induziu maior infiltrado de células inflamatórias que a 
administração da cepa ATCC+LPS. O exame histopatológico do tecido pulmonar 
também mostrou que a administração de LPS nos animais inoculados com a cepa CAM 
promoveu potencialização do infiltrado inflamatório pulmonar do que nos inoculados 
com a cepa ATCC. Não houve diferença significativa nos níveis de prostaglandina E2 
(PGE2) entre os grupos estudados, mas a produção de leucotrieno B4 (LTB4) foi 
significativamente maior nos camundongos do grupo CAM+LPS quando comparada 
com os do grupo CAM. Verificou-se aumento na produção de leucotrieno C4 (LTC4) 
apenas nos animais infectados com a cepa CAM. 
Foi observada diferença entre as cepas ATCC e CAM quando comparada a 
quantidade do gene FliZ, que desempenha importante papel na regulação da 
montagem flagelar, tendo a cepa CAM apresentado quantidade significantemente 
maior. Apesar da inflamação pulmonar ter-se apresentado exacerbada nos 
camundongos infectados com a cepa CAM, as provas bioquímicas e a análise 
filogenética identificaram este microrganismo como Proteus mirabilis.  
Estudos posteriores deverão ser conduzidos para identificar com segurança a 
cepa aqui denominada CAM e, assim, compreender melhor os mecanismos da 
inflamação pulmonar, bem como contribuir para a melhora da qualidade sanitária dos 
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MAPK Proteína quinase ativada por mitógeno  
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Nas últimas décadas, a pesquisa sobre os microrganismos levou o homem a 
entender melhor a ação destes agentes, nociva ou benéfica, sobre seus hospedeiros, 
sejam eles seres humanos, animais ou plantas (KONEMAN, 2001). Dentre os animais, 
incluem-se aqueles usados em experimentação, que vivem em ambientes protegidos 
por barreiras sanitárias. 
Sabendo-se que todos os seres vivos podem servir de habitat para outros 
organismos, nenhum animal está isento do risco de colonização. Os organismos mais 
complexos e bem regulados termicamente, como pássaros e mamíferos, oferecem os 
ambientes mais favoráveis, ensejando a que este grupo de animais seja 
significantemente colonizado (MIMS, 1999). 
Em biotérios, a relação parasita-hospedeiro ganha dimensões complexas 
(BLEBY, 1987), uma vez que as espécies mais utilizadas em experimentação, ratos 
(Rattus norvegicus) e camundongos (Mus domesticus domesticus) (POOLE, 1987), são 
mamíferos endotérmicos e, sendo assim, passíveis de contaminação por diversos 
microrganismos que se estabelecem imediatamente após o nascimento, colonizando 
regiões anatômicas altamente seletivas. 
 Ratos e camundongos constituem-se em elementos indispensáveis utilizados na 
pesquisa biomédica. A utilização desses animais pode ser justificada pelo fato dos 
mesmos apresentarem tamanho pequeno, facilidade de manejo e alta taxa de 
reprodução. Além disso, permitem o desenvolvimento de linhagens isogênicas e com 
diversas modificações genéticas já bem caracterizadas. A existência de uma vasta 
literatura é mais uma razão que justifica o uso destes animais (MIZGERD; SKERRETT, 
2007). 
 Mizgerd; Skerrett, (2007) sugerem que as respostas obtidas em experimentos de 
inflamação pulmonar em camundongos devem ser cuidadosamente analisadas, uma 
vez que fatores alheios ao experimento, tais como as diferentes linhagens utilizadas, 
podem induzir respostas diferentes a um mesmo estímulo inflamatório; a cepa 




 A determinação do estado de saúde dos animais utilizados como reagentes 
biológicos é a base fundamental para a obtenção de resultados confiáveis e 
reprodutíveis. A maioria das infecções em roedores são subclínicas e, frequentemente, 
mesmo na ausência da doença clínica, podem provocar alteração no resultado de 
pesquisas (FELASA, 1994; GAILLARD; CLIFFORD, 2001; PERCY; BARTHOLD, 1992).                                                                                                                
 Na criação de animais de laboratório, o ambiente difere de acordo com as 
barreiras sanitárias implantadas; assim, esses animais são classificados em 
gnotobióticos, specific pathogen free (SPF) e animais convencionais (COUTO, 2002). 
Couto (2002) refere que animais de status sanitário SPF não devem apresentar, 
como microbiota residente ou transitória, bactérias patogênicas para a espécie. 
Considerando que os animais podem estar infectados antes de apresentar sinais 
clínicos e antes de produzir anticorpos, deve-se redobrar os cuidados com as barreiras 
sanitárias. Desta forma, é necessário evitar que pessoas transitem no criatório ou 
equipamentos sejam deslocados entre as salas, pois podem atuar como vetores ou 
fontes de infecção (FELASA, 1994), dada a possibilidade de carreamento de 
microrganismos patogênicos ou oportunistas para o interior das colônias. 
Couto (2002) e Damy (2009) afirmam que o controle sanitário de colônias de 
animais de laboratório e a instalação de barreiras que permitam o controle de agentes 
infectantes são primordiais para impedir que se instalem microrganismos que não 
pertençam à microbiota da espécie, porque estes podem alterar os parâmetros basais 
dos animais. 
Vírus e bactérias são capazes de causar lesões nas vias respiratórias através da 
colonização do trato respiratório inferior, causando pneumonia, bronquiectasia e 
hiperplasia do epitélio com infiltrado celular; porém, o agente mais comum causador de 
doenças respiratórias é o Mycoplasma pulmonis (DAMY, 2009; GAILLARD; CLIFFORD, 
2001; CASSEL et al., 1981).  
As doenças do trato respiratório constituem um problema de saúde muito comum 
nos animais de experimentação, principalmente em ratos e camundongos. Diversos 
agentes são apontados como responsáveis por afetar o trato respiratório de roedores, 
podendo ser patógenos primários ou oportunistas (BARRETO et al., 2012). Numerosos 
pesquisadores têm lidado com infecções respiratórias inaparentes, bem como com 
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doenças das vias respiratórias, devido à exposição dos animais a agentes infecciosos. 
Entretanto, os pesquisadores permanecem utilizando animais portadores devido à 
dificuldade de diagnóstico e ao desconhecimento de meios para identificação e 
tratamento dos mesmos (National Research Council, 1991). 
Uma das grandes dificuldades é determinar o nível de patogenicidade desses 
agentes porque esta condição é altamente variável, podendo ser influenciada pelas 
condições ambientais do biotério, pela superlotação, por deficiências nutricionais, pelas 
linhagens e pelas condições imunológicas inerentes ao animal (DAMY, 2009). Apesar 
das dificuldades, hoje são reconhecidos mais de 14 agentes específicos que foram 
caracterizados como patógenos respiratórios em camundongos e em ratos de 
laboratório. Outra ocorrência comum são as interações sinérgicas entre agentes que 
exacerbam as doenças respiratórias; infecções duplas ou múltiplas geralmente são 
observadas quando ocorre doença respiratória grave (National Research Council, 
1991). 
A pesquisa biomédica necessita de animais geneticamente definidos e 
microbiologicamente limpos. Entretanto, é sabido que infecções subclínicas são 
comuns, podendo ainda ocorrer interação entre agentes que exacerbam doenças 
respiratórias, comprometendo a resposta das pesquisas. Além disso, foi demonstrado 
que agentes virais que aparentemente não têm nenhum efeito adverso sobre a saúde 
do animal, podem interferir nas respostas experimentais em nível celular (CLOUGH, 
1976). 
Fox et al, (2007) identificaram a bactéria P. mirabilis colonizando os pulmões de 
camundongos da linhagem C3H/HeJ. Esses autores observaram que, mesmo com a 
colonização dos pulmões, os animais não apresentavam manifestações clínicas.  
Apesar de não ter sido caracterizada doença clínica, a presença destes microrganismos 
no pulmão pode causar alterações que comprometem os resultados do experimento, 
principalmente devido à presença de endotoxinas nos espaços aéreos distais dos 
pulmões, induzindo uma resposta inflamatória aguda e modificando diversos 
parâmetros que podem ser o alvo da pesquisa (SKERRETT et al., 1999).  
Inúmeros agentes podem infectar o pulmão de camundongos. Hayashimoto et al, 
(2008) isolaram Bordetella hinzii do trato respiratório inferior de camundongos C57Bl/6 
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que, macroscopicamente, não apresentavam alterações, nem mesmo de 
comportamento. Após exames sorológicos e histopatológicos, foram observadas 
traqueíte, broncopneumonia e infiltrado celular no pulmão, levando os autores a 
caracterizar esta bactéria como um novo agente patogênico em camundongos. 
 
1.1 Proteus mirabilis 
 
O P. mirabilis é uma bactéria largamente disseminada na Natureza, 
apresentando importante papel na ecologia microbiana, decompondo matéria orgânica 
de origem animal e vegetal. Também são onipresentes no trato intestinal de seres 
humanos e de animais. Sua virulência é fraca, e é normalmente considerada uma 
bactéria inofensiva, mas que muitas vezes causa uma infecção oportunista em 
pacientes imunodeprimidos, tornando-se um microrganismo importante em infecções do 
trato urinário, do trato biliar, do tímpano, em peritonites e em contaminações de feridas 
provocadas por queimaduras (PERCY; BARTHOLD, 1992).  
Schwaber (2004) e Anderson et al. (2007) observaram que, dentre as espécies 
de Proteus isoladas com maior frequência em infecções urinárias e em feridas, está o 
P. mirabilis. Geralmente, o Proteus vulgaris é isolado de indivíduos imunodeprimidos, 
principalmente quando estão submetidos a longos tratamentos terapêuticos. 
Senior (1997) afirma que a bactéria P. mirabilis é, depois da E.coli, o agente mais 
comum em infecções urinárias, porém, a infecção por E. coli frequentemente se instala 
na bexiga enquanto o P. mirabilis tem uma preferência pelo trato urinário superior. 
Muitas vezes pode ser encontrado invadindo a corrente sanguínea e causando 
septicemia, sendo estas infecções difíceis de serem tratadas e causando alta 
mortalidade. 
Coker et al. (2000), Pearson et al. (2010), Peerbooms et al. (1982), Rózalski et 
al. (1997) e Zunino et al. (2003) mencionam que o P. mirabilis é um agente oportunista 
especialmente envolvido em infecções urinárias de pacientes que estão em tratamento 
nos quais são utilizados cateteres, em indivíduos com lesão na medula espinhal e 
também naqueles que apresentam anormalidades anatômicas do trato urinário. O P. 
mirabilis é urease positiva e provoca aumento do pH urinário, propiciando a formação 
de litíase nos rins e na bexiga. Esses autores relatam que o agente é capaz de gerar 
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incrustações e bloquear cateteres durante uma infecção. Sugerem que o aumento do 
número de pessoas que necessitam desse tipo de atendimento em hospitais, devido ao 
maior tempo de sobrevida, poderá fazer com que este microrganismo seja alvo de 
preocupação especial como agente de infecções nosocomiais, pois já se verifica o 
aparecimento de cepas de P. mirabilis multirresistentes. 
A principal característica do gênero Proteus sp é a formação de swarming (tipo 
de motilidade característica, em forma de ondas, ao longo de toda a superfície do ágar 
não inibidor). Esta característica não é exclusiva desse gênero, visto que outros 
microrganismos como a Escherichia coli, algumas espécies de Salmonella, Serratia 
marcescens, Vibrio parahaemolyticus e Pseudomonas aeruginosa também apresentam 
uma formação de swarming análoga à formada por Proteus sp. 
Segundo Pearson et al. (2010), vários fatores são responsáveis pela formação 
do swarming no gênero Proteus, dentre eles os flagelos, a quimiotaxia, os 
polissacarídeos, os componentes da matriz extracelular e os ácidos graxos. Todos são 
fatores que desempenham importante papel em seu deslocamento em superfícies 
sólidas. Foram identificados vários reguladores da motilidade do swarming, incluindo os 
genes rsbA, CcmA, umoA, umoB, umoC, wosA, disA, e os inibidores da protease Lon. 
Múltiplos fatores de virulência também são induzidos durante o swarming, incluindo a 
hemolisina, a urease e a metaloprotease Zap. 
Pearson et al. (2011) também citam que a urease - responsável pela hidrólise da 
uréia em amônia e dióxido de carbono - é o fator de virulência mais potente do P. 
mirabilis, pois a atividade dessa enzima aumenta o pH da urina, favorecendo a 
deposição de sais minerais e a formação de cálculos. 
Outros fatores também são responsáveis pela virulência do P. mirabilis, dentre 
eles sua capacidade de rápida multiplicação na urina, sua habilidade em invadir células 
de mamíferos, sua resistência ao soro normal, a presença de proteases de IgG e de 
IgA, a produção de hemolisinas e a presença de fímbrias e de lipopolissacarídeo (LPS), 
que são os principais componentes de sua parede celular (KACA et al., 2000; 
RÓZALSKI; SIDORCZYK, 1997).  
O LPS é um componente estrutural exclusivo das bactérias gram negativas, 
estando localizado na camada bilipídica externa. Estas moléculas são os principais 
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determinantes antigênicos de superfície dessas bactérias e são responsáveis pela 
atividade de endotoxina deste grupo. Embora o gênero Proteus pertença ao grupo das 
enterobactérias, os constituintes químicos do LPS de Proteus spp são diferentes do 
LPS de outras enterobactérias. Por exemplo, a composição em ácidos graxos do lipídio 
A de Proteus spp difere daquela de Escherichia coli e de Salmonella minnesota (SÃO 
SWIERZKO et al., 2000). 
A colonização do epitélio é o primeiro passo da uropatogênese induzida por P. 
mirabilis e tal habilidade foi demonstrada in vitro utilizando-se diferentes linhagens 
celulares (MICHELIM et al., 2008; RÓZALSKI; SIDORCZYK, 1997). No entanto, os 
mecanismos pelos quais o P. mirabilis se adere às células epiteliais in vivo não estão 
completamente esclarecidos (BAHRANI; MOBLEY, 1994). No trato respiratório, sabe-se 
que uma das principais formas de infecção ocorre inicialmente por lesão de células 
endoteliais; entretanto, os conhecimentos sobre infecções do sistema respiratório por 
este agente são escassos (OKIMOTO et al., 2010; WATANAKUNAKORN; PERCY, 
1994). 
Thomsen e Sogaard (1999) isolaram P. mirabilis em biópsias do pulmão de 
indivíduos alcoólatras e sugeriram que este microrganismo poderia ter invadido a 
circulação sanguínea desses pacientes devido à sua insuficiência hepática, podendo 
ser o causador de morte por septicemia, neste grupo. Além de ser também 
caracterizado como agente causador de doenças pulmonares, o gênero Proteus foi 
implicado como causador de meningite em crianças; embora não seja uma ocorrência 
comum, foi descrita por Shortland-Webb (1968), demonstrando, assim, sua capacidade 
de adaptação e instalação em múltiplos órgãos. 
A bactéria P. mirabilis foi descrita por Kalra et al. (2011) como agente 
responsável por endocardite. Apesar dos autores comentarem que esta é uma 
ocorrência incomum, relatam a ocorrência do gênero Proteus em casos de endocardite 
descritos por outros autores, demonstrando que o gênero é capaz de invadir e se 
instalar em diversos tecidos, causando lesões. 
Em animais, foram isoladas bactérias P. mirabilis no sangue e em vários órgãos 
de codornas jovens que apresentaram alta taxa de mortalidade, sugerindo que este 
microrganismo tenha sido o responsável pela mortalidade dessas aves. Tais bactérias, 
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depois de isoladas, foram inoculadas em camundongos jovens, que manifestaram 
grave infecção (septicemia) em 48 horas (SAH et al., 1983).   
Abdo et. al. (2012) relataram a morte de uma fêmea adulta de Orcinus orca que 
apresentou doença gastrointestinal e que, após a necropsia, revelou nódulos 
pulmonares com a presença de diversas bactérias, dentre elas o P.  mirabilis. 
Segundo Coker et al. (2000), bactérias deste gênero também podem ser 
encontradas no trato respiratório superior e nas fezes de muitas espécies animais, 
incluindo camundongos, podendo também ser isoladas de animais sadios. O P. 
mirabilis é a espécie mais frequentemente coletada em camundongos e tem sido 
descrita como causa de morbidade e de mortalidade nesses animais, tanto 
imunocompetentes como imunodeficientes. Jones et al. (1972) e Maronpot e Peterson 
(1981) verificaram que bactérias desta espécie foram causadoras de nefrite em 
camundongos da linhagem C3H/HeJ. 
Foram isolados P. mirabilis do pulmão e do intestino de camundongos das 
linhagens C3H/HeJ, BALB/c e B10A, sem qualquer sinal de diarréia ou outros sinais 
clínicos (FERREIRA et al., 2004).  
Sampath et al. (2006) constataram a presença de P. mirabilis e de E. coli no 
pulmão de camundongos da linhagem C3H/HeJ e sugeriram que esta linhagem é um 
excelente modelo de displasia broncopulmonar, uma importante causa de mortalidade 
em prematuros, induzindo alterações morfológicas do tecido pulmonar e inflamação. 
 
1.2 Inflamação pulmonar induzida por LPS 
 
 Os lipopolissacarídeos (LPS) são moléculas de estrutura complexa – composta 
por duas camadas de açúcar e uma camada lipídica, sendo uma parte hidrofílica e 
outra hidrofóbica; a porção lipídica é considerada a responsável pela maior ação 
antigênica do LPS, segundo Raetz e Whitfield, (2002).  
A extração e purificação do LPS, conhecido como endotoxina, através da 
aplicação do método fenol-água quente de enterobactérias, permitiu a caracterização 
desta molécula. O nome da macromolécula se deve ao fato da mesma ser composta 
por lipídeos e polissacarídeos, sendo parte integrante da membrana celular de 
bactérias Gram-negativas (COLLINS; FERRIER, 1995; KUSHNER; RZEWNICKI, 1999). 
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Tuin et al. (2006) afirmam que esta molécula é liberada quando a bactéria se multiplica 
ou é fagocitada pelas células de defesa. 
Agentes infecciosos e outros fatores podem desencadear o processo 
inflamatório, que é uma resposta fisiológica para a proteção do organismo contra 
estímulos nocivos.  Muitos fenômenos ocorrem durante este processo e o conjunto de 
eventos da resposta inflamatória depende de inúmeros fatores, incluindo a natureza do 
estímulo, sua porta de entrada e a característica do hospedeiro (KUSHNER; 
RZEWNICKI, 1999). 
O LPS desempenha papel crucial na mediação das respostas a infecções por 
bactérias Gram-negativas, estimulando a liberação de mediadores inflamatórios a partir 
de células alvo, incluindo citocinas (BRIGHAN; MEYRICK., 1986; MOORE et al., 2000; 
RAETZ, 1999). O LPS induz a ativação de inúmeras células, incluindo 
polimorfonucleares, epiteliais e endoteliais, sendo os macrófagos especialmente 
sensíveis a esse lipopolissacarídeo (GUEDERS et al., 2009; SZARKA  et al., 1997). 
O LPS é reconhecido pelas células hospedeiras através do Toll-like receptor-4 
(TLR-4), induzindo efeitos inflamatórios e ativando o sistema imune. Após ser 
reconhecido, liga-se à proteína de fase aguda receptora de LPS (LBP) e este complexo, 
por sua vez, se liga à molécula CD14 (Figura 1). A formação deste complexo facilita o 
reconhecimento do LPS pelo TLR-4 e pela glicoproteína MD2. A ligação do LPS ao 
TLR-4 resulta na ativação de uma cascata de sinalização, que começa com o 
recrutamento de moléculas adaptadoras, como MyD88 (myeloid differentiation primary-
response gene 88) e TIRAP (toll-interleukin 1 receptor (TIR), a ativação de quinases 
como a MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases), resultando na ativação do fator de 




Figura 1: Esquema do reconhecimento e resposta contra o LPS. 
Fonte: Adaptado de Janeway et al. (2002). 
Os receptores do tipo Toll-like, importante componente da resposta inflamatória 
por patógenos microbianos, são estruturas conservadas ao longo do processo 
evolutivo, tendo sido inicialmente identificadas na Drosophila melanogaster. Esses 
receptores transmembrana  reconhecem um amplo espectro de agentes infecciosos e 
cada receptor apresenta uma resposta específica contra os diversos agentes (CREVEL 
et al., 2002). Tais respostas constituem importante defesa contra a invasão de bactérias 
Gram-negativas, mas quando exacerbadas, podem resultar em sepse (BENJAMIM et 
al., 2000). 
Poltorak et al (1998) afirmam que a descoberta dos receptores Toll-like, nos anos 
90, permitiu sua associação como sensores primários de infecções microbianas, 
auxiliando na compreensão dos mecanismos envolvidos na imunidade inata e 
adquirida. 
Apesar dos mecanismos de lesão pulmonar por LPS não estarem ainda 
totalmente esclarecidos, alguns estudos demonstraram possíveis mecanismos 
envolvidos na broncoconstrição e na neutrofilia causadas por LPS, seja inalado ou por 
via sistêmica (BRIGHAM; MEYRICK, 1986; LEFORT et al., 1998; SNELLA; 
RYLANDER, 1985). Além disso, a lesão pulmonar causada por inalação de LPS induz 
aumento da permeabilidade dos capilares alveolares, permitindo liberação de proteínas, 
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bem como aumento de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias no lavado 
broncoalveolar, tais como TNF-α (fator α de necrose tumoral), IL-6 (interleucina-6) e KC 
(quimiocina derivada de queratinócito) (BRIGHAM; MEYRICK, 1986). 
 
1.3 Mediadores inflamatórios 
 
Malaviya e Abrahan (2000) verificaram que o LPS é capaz de estimular células 
que regulam a liberação de mediadores inflamatórios. A ativação celular através de 
estímulos fisiológicos ou patológicos é capaz de desencadear a síntese de mediadores 
inflamatórios. O estímulo de receptores pode ativar a fosfolipase A2, enzima que libera o 
ácido araquidônico dos fosfolipídios da membrana (GREENHOUGH et al., 2009; WANG 
et al., 2007). 
Uma vez liberado, o ácido araquidônico, poderá ser metabolizado pela ciclo-
oxigenase (COX) produzindo uma substância intermediária, a PGH2, pela PGH sintase-
1 ou -2. A COX catalisa a conversão do ácido araquidônico em PGG2 e, em seguida, 
reduz à forma PGH2. A PGH2 é catalisada em PGE2, PGF2 ou PGD2 (YAMAMOTO, 
1992). 
Lin et al. (2013) demonstraram que a COX pode ser encontrada na isoforma 
COX-1 ou COX-2, sendo a COX-1 encontrada na maioria dos tecidos e expressa em 
condições normais, regulando respostas fisiológicas e controlando a homeostase 
vascular. A COX-2 não é encontrada na maioria dos tecidos normais e em células, 
podendo ser induzida por estímulos tais como citocinas, endotoxinas e fatores de 
crescimento, levando à produção de PGs durante as respostas inflamatórias de células 
vasculares endoteliais e musculares lisas. McCarthy e Weinberg (2012) relatam que há 
uma terceira isoforma da COX, a COX-3, porém, seu papel biológico ainda não está 
totalmente esclarecido. 
As prostaglandinas (PGs) constituem um dos mais importantes grupos de 
mediadores inflamatórios. A história das PGs se inicia em 1920, quando pesquisadores 
da Universidade de Berkeley, na Califórnia, estudavam a ovulação e a participação da 
vitamina E neste fenômeno. Deste estudo resultou o conceito de ácido graxo essencial 
(AGE), sendo o ácido gama-linolênico e o ácido araquidônico classificados como tal, o 
que permitiu relacionar, posteriormente, os AGE com as PGs. A descoberta das PGs 
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deve-se aos trabalhos de dois pesquisadores nova-iorquinos, Lieb e Kurzrokz que, em 
1930, descreveram que o útero humano reagia a injeções de líquido seminal, por meio 
de contrações ou dilatações. Em 1937, Goldblatt e Von Euler mostraram, em trabalhos 
independentes, que extratos do plasma seminal humano ou de glândulas vesiculares de 
carneiro baixavam a pressão arterial e produziam também contrações da musculatura 
lisa. Von Euler concluiu que o princípio ativo desses extratos era uma substância 
lipossolúvel de propriedades ácidas, que ele denominou prostaglandina, por acreditar 
que era sintetizada na próstata (BARREIRO, 1987). 
A PGE2 é o principal produto da ciclo-oxigenase em uma série de processos 
fisiológicos, inclusive do trato gastrointestinal, onde a PGE2 exerce importante papel na 
proteção da mucosa gástrica. Além disso, é capaz de modular a função de muitos tipos 
de células do sistema imune, como macrófagos, células dendríticas, células T e B, 
resultando tanto em efeitos pro-inflamatórios como anti-inflamatórios (HATA et al., 
2004). Verificou-se, também, que a PGE2 possui um importante efeito modulador na 
hematopoiese, inibindo a mielopoiese (GENTILE; PELU, 1988; MILLER et al.,1978). A 
PGE2 é normalmente vista como um mediador inflamatório e, como tal, tem sido 
implicada em várias doenças inflamatórias, como a artrite reumatóide, osteoartrite ou 
artrose. Entretanto, nos pulmões, este mediador parece ter efeitos tanto benéficos 
quanto indesejados (MAHER et al., 2009). 
Nguyen et al. (2005) citam que a PGE2 é um importante mediador de inflamação 
aguda, observando-se aumento de seu nível durante a lesão em tecidos, infecções e 
em lesões cronicamente inflamadas. Estas lesões são caracterizadas por alterações da 
permeabilidade e calibre da microvasculatura, exsudação de fluidos e proteínas do 
plasma e migração de leucócitos, principalmente neutrófilos, para a área lesada. 
Em um modelo de tumorigenese gástrica em camundongos, Oshima et al. (2011) 
observaram que a bactéria Helicobacter pylori induz intensa resposta inflamatória, 
resultando na produção de PGE2, que seria um dos principais mediadores da 
inflamação neste modelo. 
Pela ação da 5-lipoxigenase (LOX), o ácido araquidônico é convertido em 
hidroxieicosanóide (HETES) e leucotrienos (LTs). Primeiramente, o ácido araquidônico 
é oxidado a um intermediário instável, o LTA4, pela enzima 5-lipoxigenase. O LTA4 pode 
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ser hidrolisado e formar o LTB4 ou conjugado à glutationa S-transferase (GSTs) 
formando o leucotrieno LTC4 e este é convertido em LTD4 e LTE4  (ABRAMOVITZ et al., 
1993; YAMAMOTO, 1992). 
Os leucotrienos (LTs) são eicosanóides oriundos da cascata do ácido 
araquidônico (CAA) e classificados como leucotrienos cisteínicos (CysLT), LTC4, LTD4 e 
LTE4, descritos inicialmente entre 1938 e 1940 como slow reacting substances of 
anaphylaxis (SRS-A) por Feldberg e Kellaway, sendo caracterizados quimicamente no 
final da década de 70  por Bengt Sammuelsson (SPECTOR, 1995). 
Os LTs são mediadores lipídicos amplamente reconhecidos como mediadores da 
resposta imune e da homeostasia dos tecidos (FUNK, 2001); porém, estas são também 
substâncias capazes de modular a síntese e liberação de citocinas, ativando os 
mecanismos de defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos. 
O LTC4 e LTD4 atuam na ativação do endotélio vascular, permitindo o 
extravasamento de macromoléculas, que resulta em edema. Atuando em receptores 
CysLT2R, também determinam constrição das veias pulmonares e a regulação positiva 
da expressão de moléculas de adesão (como as P-selectinas) no endotélio vascular, 
favorecendo a marginação dos leucócitos (KANAOKA; BOYCE, 2004). 
O LTB4 é um componente pró-inflamatório e, também, exerce importante papel 
na defesa do hospedeiro (GAUDREAULT; GOSSELIN, 2008). Demitsu et al. (1989) 
demonstraram a importância do LTB4 na defesa do hospedeiro, através de um 
experimento no qual camundongos foram infectados com Klebsiella pneumoniae e a 
infecção foi debelada através de injeções intraperitoneais (i.p.) de LTB4. Gaudreault e 
Gosselin (2008) demonstraram que a administração de LTB4 em camundongos 
infectados com o vírus da gripe ajuda a controlar a infecção, através da ativação do 
receptor de superfície celular BLT1R, que é expresso em leucócitos do sangue 
periférico. Embora exista outro receptor de superfície de LTB4, o BLT2R, este é 
expresso em uma variedade de tecidos, incluindo o endotélio, mas não parece 
participar do processo de controle da infecção por vírus. A ação antiviral mediada por 
LTB4 parece envolver a secreção de peptídeos antimicrobianos no tecido pulmonar.  
Bailie et al (1996) verificaram que o LTB4 derivado de macrófagos alveolares 
apresenta importante papel na defesa antimicrobiana do trato respiratório inferior, pois 
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observaram que a administração exógena de LTB4 reduz o número de bactérias na 
infecção, estes autores constataram o aumento de LTB4 no lavado broncoalveolar de 
pacientes com pneumonia bacteriana. 
Estudando a endotoxina de Escherichia coli, Baillie (1996) analisou o papel dos 
leucotrienos na vasoconstrição pulmonar hipóxica (HPV). Em um modelo de pneumonia 
provocada pela inoculação intratraqueal da bactéria Gram-negativa Klebsiella 
pneumoniae, em camundongos, o autor verificou que a infecção produzia aumento dos 
níveis de leucotrienos, bem como a presença de neutrófilos nos pulmões. Segundo o 
mesmo autor, os leucotrienos endógenos seriam importantes no combate a bactérias 
causadoras de pneumonia. 
McCarthy e Weinberg (2012) mencionam que, em relação à infecção viral, as 
prostaglandinas e leucotrienos participam da resposta imune através da sinalização de 
citocinas, da fagocitose por macrófagos e neutrófilos, do tráfego e da ativação das 

















































2 HIPÓTESE DE TRABALHO 
 
 O envolvimento da bactéria P. mirabilis foi demonstrado nos últimos anos em 
diversos modelos de infecção, especialmente aqueles relacionados ao trato urogenital. 
Entretanto, o envolvimento desta bactéria em doenças inflamatórias pulmonares é 
insuficientemente conhecida. Além disso, temos observado que a presença desta 
bactéria nos pulmões de camundongos de biotérios modula negativamente a resposta 
inflamatória pulmonar alérgica destes animais e que o tratamento destas colônias com 
antibióticos reconhecidamente efetivos (ciprofloxacina) não tem sido eficiente para 
eliminar este patógeno.  
 Os animais utilizados na experimentação devem apresentar condições ideais, ou 
seja, atender aos parâmetros de qualidade sanitária e genética, pois, sendo reagentes 
biológicos, quando portadores de microbiota patogênica ou oportunista os resultados 
experimentais podem ser alterados. A característica microbiológica dos animais 
utilizados na pesquisa deve ser conhecida, visto que o isolamento de microrganismos 
em sítios que não são típicos para determinada bactéria deve alertar o pesquisador em 
relação a possíveis riscos em sua pesquisa. 
Baseados nestes fatos, a caracterização da cepa de P. mirabilis  isolada do 
pulmão de camundongos oriundos de biotérios, assim como sua interação com o 
modelo de inflamação pulmonar induzida por LPS, deverá constituir um instrumento 














































 Isolar, identificar e caracterizar a cepa da bactéria P. mirabilis presente nos 
pulmões de camundongos provenientes do Biotério de Experimentação do 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (USP).  
 Analisar os resultados dos exames hematológicos e bioquímicos dos 
camundongos testados. 
 Modular a infecção por P. mirabilis nesses camundongos. 
 Caracterizar as alterações causadas por P. mirabilis no pulmão de camundongos 
da linhagem isogênica C57Bl/6. 
 Avaliar a interação do P. mirabilis com a inflamação pulmonar induzida por LPS 
no pulmão de camundongos da linhagem isogênica C57Bl/6 e verificar as 



















































4 ABORDAGEM EXPERIMENTAL  
 
 Para isolar e caracterizar a cepa da bactéria P. mirabilis, foram separados os 
camundongos positivos para este agente. A infecção foi confirmada através de provas 
bioquímicas realizadas nos microrganismos isolados de lavado do pulmão, em meios 
sólidos (Agar SS - Salmonella & Shigella, Difco), Agar MacConkey (Difco) e Agar 
Sangue de carneiro 5%, e confirmadas por provas bioquímicas em kit de identificação 
Enterokit B - Probac do Brasil e no kit Bactray 1 e 2 – LB Laborclin. 
Os animais foram eutanasiados e exanguinados, tendo sido coletado o tecido 
pulmonar. O material foi cultivado em meio de cultura líquido BHI (Brain Heart Infusion) 
e, a seguir, semeado em meio sólido para isolamento do microrganismo e posterior 
identificação da cultura, através de testes bioquímicos realizados em kits comerciais. A 
cepa isolada foi caracterizada e denominada Proteus mirabilis CAM (camundongos), 
sendo então utilizada em todos os ensaios realizados, cujos resultados foram 
comparados com a cepa de referência Proteus mirabilis ATCC IAL 2434. 
 O padrão de resistência da bactéria foi modulado e controlado por antibiograma, 
utilizando-se diferentes dosagens e de antibióticos distintos. 
  Para avaliar a interação da bactéria com a inflamação pulmonar induzida por 
LPS, camundongos foram infectados com as linhagens de P. mirabilis e, 24 horas 
depois, o LPS foi instilado nos animais (Figura 2).  
As alterações morfofisiológicas causadas no pulmão pela bactéria foram 
avaliadas através de contagem total e diferencial do infiltrado celular no lavado 
broncoalveolar e no tecido pulmonar, bem como pela dosagem de mediadores 




























Figura 2: Desenho experimental. 
 
Diferentes cepas de Proteus mirabilis. 




40 µL LPS 





GRUPO 1: Controle  
GRUPO 2: LPS 








GRUPO 4: CAM 
GRUPO 5: ATCC + LPS 

































MATERIAL E MÉTODOS 
41 
 
5 MATERIAL E MÉTODOS  
 
Os experimentos foram realizados no Biotério de Experimentação do Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB/USP) e no laboratório de 
Inflamação e Farmacologia Vascular da Universidade Federal de São Paulo – Campus 
Diadema. Os animais foram mantidos em microisoladores, em grupos de 5, em salas 
com temperatura de 22ºC ± 2ºC e fotoperíodo de 12 horas. Foram alimentados com 
ração comercial para camundongos (Nuvital®) e água ad libitum durante todo período 
experimental, e mantidos em sistema de experimentação SPF (specific pathogen free). 
A higienização e troca de gaiolas foi feita 2x/semana. Todos os procedimentos foram 
aprovados pelo Comitê de Ética da UNIFESP, sob o número 0140/11. 
 
5.1  Animais  
 
Foram utilizados 30 camundongos (Mus domesticus domesticus), machos, adultos, 
de status sanitário SPF, da linhagem isogênica C57Bl/6, provenientes do Biotério de 
Camundongos Isogênicos do ICB/USP. 
 
5.2  Cepas de bactérias  
 
Foram utilizadas as cepas Proteus mirabilis ATCC IAL 2434 e Proteus mirabilis 
isolados do pulmão de camundongos  utilizados para o controle sanitário no Laboratório 
de Controle Sanitário Animal do Biotério Central ICB/USP. 
 
5.3 Preparo do inóculo 
 
 Para o preparo do inóculo, as bactérias foram coletadas na fase exponencial de 
crescimento e diluídas em solução fisiológica estéril. O ajuste da concentração final foi 
feito por técnica turbidimétrica, em fotocolorímetro (Perkin-Elmer), verificando-se a 
absorbância em comprimento de onda de 540 nm e comparando-se com a escala de 
MacFarlands (BIER, 1981) para a obtenção da unidade formadora de colônia por 
mililitro (UFC/mL). O controle das unidades formadoras de colônia foi realizado pela 
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semeadura de 20 µL da suspensão em Agar MacConkey (Merck), realizando-se a 
leitura após 18-24 horas de incubação a 37 ºC. 
 
5.4 Lipopolissacarídeo – LPS 
 
Foi utilizada endotoxina de Escherichia coli – sorotipo 055:B5 – pureza de 99,7% 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), tendo os animais sido  inoculados com 40 µL de 
LPS na concentração de 1,5 μg/mL. 
 
5.5 Grupos experimentais 
 
Foram constituídos 6 grupos experimentais, com 5 camundongos cada sendo: a) 
grupo controle, inoculados com solução fisiológica; b) grupo LPS, inoculados com LPS; 
c) grupo ATCC, inoculados com a cepa padrão ATCC; d) grupo ATCC + LPS, 
inoculados com cepa padrão ATCC e LPS; e) grupo CAM, inoculados com a cepa CAM; 
f) grupo CAM + LPS, inoculados com a cepa CAM e LPS. 
 
5.6 Inoculações dos animais 
 
Os animais C57Bl/6 foram inoculados através da instilação intranasal de 40 µL 
das suspensões de cepas de Proteus mirabilis ATCC ou CAM, na concentração de 10-1 
UFC/mL, acompanhadas ou não da instilação de 40 µL de LPS 24 horas após o 
procedimento, conforme descrito por Landgraf et al. (2007). 
 
5.7 Coleta de material 
 
Após 24 horas da inoculação, os animais foram anestesiados com uma 
combinação de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, 
respectivamente) para a coleta de sangue e subsequente realização de exames 
bioquímicos e hematológicos. Após a retirada do sangue através de punção cardíaca, 
os animais foram eutanasiados pela administração de uma dose elevada da mistura de 
anestésica e, em seguida, a traquéia foi canulada para a obtenção do lavado 
broncoalveolar (BAL) utilizando-se 2 mL de PBS estéril a fim de caracterizar a resposta 
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inflamatória. O material recuperado da lavagem foi utilizado para contagem de células, 
e 0,2 mL foram utilizados para cultura em BHI com o objetivo de verificar o crescimento 
da bactéria. Após este procedimento, a cavidade torácica foi seccionada com material 
cirúrgico estéril para acessar o pulmão, após antissepsia da superfície da região 
anterior do pescoço, tórax e abdome com álcool 70%. O pulmão foi retirado e 
seccionado para os exames de biologia molecular, histopatológicos e para cultura 
bacteriana. Para os exames de biologia molecular, o material coletado foi conservado a   
-70 ºC. A cultura bacteriana foi realizada imediatamente e o material destinado aos 
exames histopatológicos foi conservado em formol a 10%. 
 
5.8 Indução da inflamação pulmonar aguda por LPS 
 
A indução da inflamação pulmonar aguda por LPS foi feita por instilação 
intranasal do lipopolissacarídeo, com auxílio de micropipeta automática de 100 µL. A 
instilação foi realizada 24 h após a infecção pelo P. mirabilis e 24 horas antes da 
eutanásia dos animais. 
 
5.9 Contagem total e diferencial de células 
 
 O lavado broncoalveolar foi centrifugado a 170 g por 10 min. a 4ºC. Após 
remoção do sobrenadante, o botão celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Foi 
adicionada uma solução contendo 0,5% de cristal violeta dissolvido em 30% de ácido 
acético, na proporção de 1 volume para 9 volumes da suspensão celular.  
O número total de leucócitos foi determinado por contagem em câmara de 
Neubauer com objetiva de 40x. A contagem diferencial de neutrófilos foi realizada em 
citoesfregaços, em microscópio óptico comum com objetiva de 1000X, após a 
suspensão ter sido centrifugada em citocentrífuga e as células coradas com 







5.10 Exames hematológicos  
 
 O sangue para os exames hematológicos foi obtido através de punção cardíaca 
nos animais previamente anestesiados, utilizando-se como anticoagulante EDTA na 
concentração de 10 mg/dL. Utilizou-se aparelho automático pocH – 100 iV Diff para a 
contagem de leucócitos 103/mL, eritrócitos 103/mL, determinação do hematócrito (%) e 
concentração de hemoglobina (g/dL). 
 
5.11 Exames bioquímicos  
 
A coleta de sangue para a realização dos exames bioquímicos foi realizada por 
punção cardíaca, com os animais anestesiados, utilizando seringas de insulina sem 
anticoagulante para obtenção do soro. O sangue coletado foi centrifugado a 3.000 rpm 
por um período de 10 minutos para separação do soro. Os exames laboratoriais foram 
feitos no aparelho BIOPLUS-200®, utilizando-se kit da marca Labtest. Através da 
metodologia colorimétrica, foram determinados os parâmetros bioquímicos de dois 
marcadores hepáticos, ALT/GPT - alanina aminotransferase ou transaminase glutâmica 
pirúvica, e AST/GOT - glutamato-oxaloacetato transferase ou aspartato transferase, 
além de dois marcadores da função renal, creatinina e uréia. Para cada amostra 
processada foi realizado o controle de qualidade. 
A metodologia utilizada foi descrita por Henry et al. (1960). 
 
5.12 Análise histopatológica 
 
Logo após a eutanásia dos animais (Cetamina 300 mg/kg e Xilazina 30 mg/kg), 
os pulmões foram r perfundidos com 10 mL de PBS através do ventrículo direito para 
remover o sangue residual e, em seguida removidos. Fragmentos do órgão foram 
imersos em 10% de formalina tamponada com PBS durante 24 h e, em seguida, 
mantidos em etanol a 70% até a inclusão em parafina. Os blocos foram cortados com 
espessura de 5 m e corados com hematoxilina/eosina para visualização do infiltrado 
de células. A contagem do infiltrado celular no parênquima pulmonar foi realizada por 
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microscopia óptica em uma área de 28 mm2 em torno dos brônquios. Os valores 
representam a média de 10 brônquios, com aumento de 250x.  
5.13 Dosagem de mediadores lipídicos  
 
 As concentrações de prostaglandina E2  (PGE2), leucotrieno B4 (LTB4)  e 
leucotrieno C4 (LTC4),  nos pulmões dos animais foram determinadas utilizando-se kits 
EIA (Caiman Chemical, EUA), de acordo com o método de Pradelles et al, 1985 e  
conforme instruções do fabricante.  As amostras diluídas foram incubadas, os 
mediadores PGE2, LTB4 e C4 foram conjugados com acetilcolinesterase e com antisoro 
específico, em placas com 96 poços pré-cobertas com anticorpo anti-imunoglobulina G 
de coelho. Após a incubação, as placas foram lavadas e foi adicionado um substrato 
enzimático (reagente de Ellman). A densidade óptica das amostras foi determinada 
após aproximadamente 60 minutos, em leitor de EIA (412 nm) e a concentração foi 
calculada através de curva padrão. 
 
5.14 Análise do padrão de resistência aos antibióticos 
 
 Para realizar o antibiograma, amostras das cepas de P. mirabilis ATCC e P. 
mirabilis CAM foram semeadas em placas de Petri contendo o meio de Agar 
MacConkey (Difco). Após 24 horas de incubação a 37ºC, as placas foram examinadas 
quanto à presença de crescimento bacteriano e, em seguida, inoculadas em kits 
Bactray para identificação de bactérias, através das seguintes provas bioquímicas: meio 
ONPG (o-nitrofenol-beta-d-galacto-piranoside), meio ADH (Arginina dehidrolase), meio 
LDC (Lisina descarboxilase), meio ODC (Ornitina descarboxilase), meio H2S, meio 
uréia, meio VP (verificação da produção de acetoína), meio PD (desaminação da 
fenilalanina), meio indol e meio citrato. 
Para avaliar o padrão de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos, as placas 
com o meio de cultura e os frascos com os discos impregnados com os agentes 
antimicrobianos foram retirados da geladeira e deixados em temperatura ambiente por 
1 hora. Após este período, foi retirado material da placa com uma alça bacteriológica 
flambada e resfriada, para ser ressuspendido em solução salina estéril até obtenção de 
turbidez compatível com o grau 0,5 da escala de Mac Farland (1x106 UFC/mL). A 
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suspensão foi, então, semeada em Ágar Müeller Hinton e, em seguida, foram 
colocados os discos impregnados com antibióticos com o auxílio de uma pinça 
flambada e resfriada. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 
24 horas e a determinação do padrão de resistência foi feito através das medidas do 
diâmetro dos halos inibitórios de cada disco, utilizando-se uma régua. Foi utilizada a 
tabela ANVISA de referência para determinar se o microrganismo se apresentava 
sensível, intermediário ou resistente ao antimicrobiano testado (Woods e Washington, 
1995).  
 Foram utilizados discos dos seguintes agentes antimicrobianos: amicacina (30 
μg), ampicilina (10 μg), amoxicilina + ácido clavulânico (10 μg), cefalexina (10 μg),   
cefalotina (30 μg), cefepima (30 μg) , cefoxitina (30 μg), ceftazidima (30 μg), ceftriaxona 
(30 μg), ciprofloxacina (5 µg), cloranfenicol (30 µg), enrofloxacina (10 µg), gentamicina 
(10 µg), neomicina (10 µg), norfloxacina (5 µg) e sulfametoxazol + trimetoprim (25 μg). 
 
5.15 Espectrometria de massas (MALDI-TOF) 
 
5.15.1 Preparo da amostra 
 
As bactérias Proteus mirabilis ATCC e Proteus mirabilis CAM, foram cultivadas 
em ágar MacConkey por 24 horas, em aerobiose e temperatura de 36±1°C. Colônias 
isoladas foram selecionadas e transferidas para microtubos 1,5 mL com ponteiras 
descartáveis e, em seguida, as células foram lavadas com 1 mL de água destilada e 
centrifugadas a 25.000 g por 2 minutos, descartando-se o sobrenadante. O 
procedimento de lavagem foi repetido uma vez. Adicionou-se ao sedimento 1 mL de 
etanol 75% (v/v), incubando-se  a mistura à temperatura ambiente por 10 minutos, após 
o que o material foi centrifugado e o sobrenadante descartado. Após secagem, o 
centrifugado foi ressuspenso em ácido fórmico 70% em acetonitrila, na proporção de 
1:1. 
Os extratos foram centrifugados a 25.000 g por 2 minutos e recolhido 1μL do 
sobrenadante; estes foram depositados sobre uma placa para análise no espectrômetro 
de massas, e secos ao ar em temperatura ambiente. Após a secagem, foi adicionado 
às amostras 1μL da matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg/mL) dissolvida em 
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acetonitrila:ácido trifluoroacético 2,5% (1:1), deixando-se secar ao ar (SAUER et.al., 
2010). As amostras foram analisadas no laboratório do Departamento de Biofísica, 
Universidade Federal de São Paulo, São Paulo, SP, Brasil. 
 
5.15.2 Análise das amostras 
 
As amostras foram analisadas em espectrômetro de massas MALDI-TOF-MS 
(Autoflex; Bruker Daltonics) equipado com um laser de nitrogênio (337 nm) (Bruker 
Daltonics). Os íons positivos foram obtidos utilizando uma aceleração de 20 Hz no 
modo linear.  
Os espectros resultaram da soma dos íons obtidos de 100 disparos de laser em 
10 posições diferentes da amostra aplicada num mesmo spot. A aquisição dos 
espectros foi realizada de forma manual com uma resolução mínima de 600 arb e 
máxima de 1500 arb tendo sido analisados em uma faixa de relação carga/massa (m/z) 
de 3.000 a 20.000 Da. O processamento dos espectros foi efetuado utilizando o 
software de análise Biotyper (Bruker Daltonics). 
 
5.16 Análise dos transcritos gênicos 
 
Após a coleta, o tecido pulmonar foi rapidamente congelado em nitrogênio 
líquido. O RNA total foi isolado utilizando-se o método de TRIzol (Invitrogen, EUA) e a 
concentração do RNA determinada pela leitura em espectrofotômetro na absorbância 
de 260 nm. O cDNA foi sintetizado pela transcriptase reversa MML-V (Promega, EUA).  
RT-PCR foi realizado utilizando-se o ensaio do PCR quantitativo SYBR®Green (Applied 
Biosystem, EUA).  A sequência dos primers  foi desenhada de acordo com a sequência 
do RNA publicada no Genbank. As condições de termociclamento foram determinadas 
para cada primer . A análise dos resultados foi feita pelo programa Sequence Detection 
Software 1.9 (SDS).  A expressão do mRNA foi normalizada pela abundância do gene 
16S proteus. Subsequentemente todos os resultados foram expressos em relação à 
expressão do mesmo gene na cepa ATCC. O mRNA de ProtFliz foi quantificado com 




5.16.1 Isolamento do RNA 
 
 Amostras de tecido (50 a 100 mg) foram homogeneizadas em 1,0 mL de TRIzol 
através de um homogeneizador eletrônico (Polytron) e incubadas a temperatura 
ambiente por 5 minutos, a fim de atingir completa dissociação dos complexos 
nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio aos 
homogenatos. As amostras foram misturadas por vortex durante 15 a 30 segundos e 
incubadas a temperatura ambiente por mais 2 a 3 minutos. Em seguida, foram 
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, as amostras 
apresentaram três fases: uma fase inferior de coloração avermelhada (fase do fenol-
clorofórmio), uma fase intermediária de coloração branco-turvo e uma fase superior 
translúcida. O RNA permaneceu exclusivamente na fase superior translúcida e esta foi 
cuidadosamente transferida para um novo microtubo, adicionando-se um volume similar 
de isopropanol (aproximadamente 0,4 mL). As amostras foram incubadas a 
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. 
Depois, o pellet de RNA foi lavado com etanol a 70%, seguido de nova centrifugação a 
10.000 rpm por 5 minutos. O pellet de RNA foi seco em fluxo laminar e ressuspendido 
com 100 L de água RNAase-free tratada com DEPC. 
As amostras de RNA foram armazenadas a -80ºC. 
 
5.16.2 Descontaminação do RNA Total 
 
 Após a extração, para eliminar o DNA genômico contaminante, as amostras de 
RNA total foram tratadas com a enzima RNAase-free DNAase (Promega, USA a 1U 
enzima/1 µg de RNA), seguindo as instruções do fabricante. Estas amostras foram 
incubadas a 37ºC por 30 minutos. Em seguida, a mistura foi mantida a 65ºC por 10 








5.16.3 Quantificação do RNA 
 
 Após a digestão com a Dnase, o RNA total foi quantificado por meio de 
espectrofotômetro para ácidos nucléicos (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, USA). A 
concentração foi expressa em µg/µL, medindo-se ainda a razão de absorbâncias 
260/280 nm. A análise da qualidade do RNA foi realizada por eletroforese em gel de 
agarose a 1% em tampão MOPS (ácido morfopropano sulfônico 200 mM, acetato de 
sódio 50 mM e EDTA 10 mM, pH 7,0), contendo formaldeído (Sigma-Aldrich) como 
agente desnaturante. Apenas amostras íntegras foram utilizadas nos experimentos. 
 
5.16.4 Reação de transcriptase reversa 
 
O cDNA foi sintetizado a partir de 2 µg de RNA total. O RNA foi combinado a 0,5 
µg/µL de oligo(dT)12-18 (GE HealthCare) e 1µL de solução de dNTPs 10 mmol/L 
(Invitrogen), em um volume final de 12 µL ajustado com H2O-DEPC. As amostras foram 
incubadas a 65ºC por 5 minutos e mantidas em gelo. Em seguida, foram adicionados 4 
µL de tampão específico (SuperScriptTM II 5x reaction buffer  composto de Tris-HCl 
250 mM, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM, pH 8,3), 2 µL de DTT 100 mM (Invitrogen) e 0,5 U 
de RNaseOUT™ (Invitrogen). As amostras foram mantidas por 2 minutos a 42ºC e, em 
seguida, foi adicionada a enzima SuperScriptTM II (50 U/ amostra, Invitrogen). A reação 
foi conduzida a 42ºC por um período de 1 hora e interrompida por elevação da 
temperatura a 70ºC durante 15 minutos. O cDNA obtido foi utilizado para o estudo de 
análise de expressão gênica de citocinas e genes protetores. A expressão gênica foi 
obtida pelo ensaio SYBR®Green. 
 
5.16.5 Obtenção dos PRIMERS 
 
 Os oligonucleotídeos utilizados nos ensaios SYBRGreen foram construídos 
com base nas sequências de RNAm de ProtFliZ e do gene controle 16S proteus. As 
sequências foram obtidas através do banco de dados GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os primers foram desenhados por meio do aplicativo 
Primer-Select (DNAstar Inc., USA) e sintetizados pela Invitrogen. As sequências de 
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oligonucleotídeos sintetizados e utilizados para a amplificação dos genes de interesse 
pelo ensaio SYBRGreen estão descritos na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Sequência de oligonucleotídeos para o ensaio SYBR®Green. 
 
Gene Tipo Sequência 
16Sproteus  Sense  5’- GGTAATACGCGGTAATACGGA – 3’ 
 Antisense 5’ – AAGTTAAGCTCGGGCTTTC – 3’ 
ProtFliz Sense 5’- CCG ATC AAG CGC CTT ATG GCA A -3’ 
 Antisense 5’- ACG.GCC.GCT.AAG.CCG.TTA.CA -3’ 
 
5.17 Caracterização molecular da linhagem P. mirabilis CAM 
 
5.17.1 Extração do DNA genômico  
 
 O DNA de isolados bacterianos foi extraído utilizando o protocolo Wizard 
Genomic DNA Purification Kit, catálogo número # A1120, Promega, seguindo as 
instruções do fabricante. A qualidade e a concentração dos extratos de DNA foram 
verificadas através de espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare) e eletroforese em 
gel de agarose 1,0%, utilizando corante sybr safe e visualização em luz UV. 
 
5.17.2 Amplificação dos fragmentos de 16S rRNA  
 
 A cepa CAM teve o gene 16S rRNA amplificado e sequenciado. As reações de 
amplificação foram realizadas com o uso dos primers 27F 
(5´AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3´) e 1401R (5´CGGTGTGTACAAGACCC3´). O 
volume final da reação foi de 50 µL, contendo Tris-HCl, pH 8,4 (20 mM) e KCl (50 mM); 
MgCl2 (1,5 mM); dNTP´s (200 µM); DNA genômico (30-50 ng); primers (0,3 µM) e Taq 
polimerase (2U).  A reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada por 30-
40 ciclos com as seguintes temperaturas: desnaturação a 94°C por 2 minutos; 





5.17.3 Purificação dos fragmentos de PCR  
 
 Os produtos amplificados foram purificados com GFXTM PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit, catálogo nº 27-9602-01 GE Healthcare, seguindo instruções do 
fabricante.  
 
5.17.4 Reação de sequenciamento do gene 16S rRNA  
 
A amplificação do gene de rRNA 16S foi realizada utilizando 30-50 ng de DNA 
em 50 L da reação. Cada PCR (Polymerase Chain Reaction) continha 2 mM de MgCl2, 
200 M de dNTP (10 mM de dNTP’s), 0,3 µM de primers 27f (5'-
AGAGTTGATCCTGGCTCAG-3') descrita por Dojka et al. (1998) e 1525r  (5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3') descrito por  Lane (1991), 2 U de Taq DNA polimerase 
(Invitrogen) no tampão conforme recomendado pelo fabricante. A amplificação foi 
realizada utilizando um Applied Biosystems ABI - Verti Thermal Cycler nas seguintes 
condições: temperatura inicial de 94°C por 2 minutos, 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 
55°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos . Uma extensão final a 72°C foi incluída por 10 
minutos. Os produtos de PCR foram purificados com uma PCR GFX DNA e kit de 
purificação de gel (cat n 28-9034-70, GE Healthcare), de acordo com as instruções do 
fabricante. O DNA purificado foi suspenso em 30 uL de água ultrapura esterilizada. As 
análises foram realizadas utilizando um sequenciador de 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems). Em seguida, 5,0 µL do produto da PCR foi misturado com 4,0 µL 
de BigDye v 3.1 (Applied Biosystems) e 1,0 µL do iniciador de sequenciamento (0,5 
µM). Os primers usados na reação de sequenciamento foram 27f, 782r 
(5'ACCAGGGTATCTAATCCTGT3') e 1401r (5'CGGTGTGTACAAGACCC3'). O 
programa de sequenciamento consistiu de 25 ciclos a 95°C durante 20s, 50°C durante 
15s e 60°C durante 60s. Produtos do sequenciamento foram purificados de acordo com 







5.17.5 Análise filogenética  
 A análise filogenética foi realizada utilizando o programa MEGA (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis) 4.1. Os dados brutos das sequências foram capturados 
e a análise de qualidade de sequência e obtenção das sequências consenso foram 
efetuadas utilizando o programa Chromas Pro Current Version 1:34. Após obtenção das 
sequências consenso, os isolados foram exportados em formato FASTA, formatação 
utilizada para inferência filogenética a partir do programa MEGA. Após alinhamento das 
sequências utilizando o programa ClustalW (Altschul et al., 1990), foi realizada a análise 
filogenética.A partir do alinhamento, foi possível observar quais genes são mais ou 
menos conservados através da visualização nucleotídica e análise de distâncias, as 
quais foram geradas pelo método de Neighbour-Joining e modelo de distância p.  
 A árvore filogenética foi construída pelo método de máxima parcimônia de 
Neighbour-Joining com teste de bootstrap em 1000 réplicas para calcular a 
confiabilidade da árvore. No caso do método de Neighbour-Joining, foi utilizado o 
modelo de distância p para comparação de topologia. 
 
5.18 Análise dos resultados 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e 
avaliados utilizando programa de computador (Graphpad 5.0) com análise de variância 
(ANOVA), seguido do teste de Tukey para comparações múltiplas. (p<0,05) foi utilizado 










































6.1 Caracterização da cepa  
 
Figura 3– Caracterização fenotípica das cepas de P. mirabilis ATCC:IAL 2434 e CAM 
frente às provas de lactose e H2S.  
Depois de 24 horas do repique em Agar MacConkey para verificação da 
utilização da lactose e em meio SS (Salmonella/Shigella) para verificar a produção de 
H2S, obtivemos como resultado: Lactose negativa e H2S positivo que são 
características deste grupo de microrganismos (Figura 3). 
 
Figura 3: Cultura de P. mirabilis ATCC e P. mirabilis CAM em Agar MacConkey e SS 
(Salmonella/Shigella). 
As cepas foram repicadas em meio MacConkey e, após o crescimento, amostras 
foram submetidas a provas bioquímicas paralelamente em 2 kits comerciais, kit 











Figura 4 – Cepa ATCC incubada em kit Bactray e o resultado da identificação. 
 
 





Figura 5 – Cepa CAM incubada em kit Bactray e o resultado da identificação. 
 
 










Figura 6: Repique e identificação de P. mirabilis ATCC e P. mirabilis CAM em Enterokit B Probac para 
identificação de bactérias gram-negativas. 
 
As provas bioquímicas comprovaram que as cepas utilizadas pertenciam ao gênero 
Proteus. Ao longo de todo o experimento, fragmentos de pulmão foram coletados para 




















Indol  - 
Lisina - 
Mot. + 




6.2 Perfil de resistência aos antimicrobianos 
 
 As duas cepas de Proteus mirabilis apresentaram diferentes padrões de 
sensibilidade aos agentes antimicrobianos testados (Tabela 2). 
 
Tabela 2 – Perfil de resistência das cepas P. mirabilis ATCC e P. mirabilis CAM a 
diversos grupos de antibióticos. 
 




 Proteus mirabilis 
CAM 
 
Amicacina  I  S 
Ampicilina  R  R 
Amoxicilina + ácido clavulânico  R  R 
Cefalexina  I  I 
Cefalotina  R  R 
Cefepime  I  S 
Cefoxitina  S  I 
Ceftazidima  I  S 
Ceftriaxona  S  S 
Ciprofloxacina  S  S 
Cloranfenicol  I  I 
Enrofloxacina  S  S 
Gentamicina  S  I 
Neomicina  I  I 
Norfloxacina  S  S 
Sulfametoxazol + trimetoprim  S  R 
Tetraciclina  R  R 
R = Resistente. I = Intermediário. S= Sensível.   
 
Ambas as cepas mostraram-se sensíveis à ceftriaxona, à ciprofloxacina, à 
enrofloxacina e à norfloxacina. Ambas apresentaram resistência aos antibióticos 
ampicilina, amoxicilina + ácido clavulânico, cefalotina e tetraciclina. As duas 
apresentaram resistência intermediária à cefalexina, ao cloranfenicol e à neomicina. 
59 
 
Frente aos antibióticos amicacina, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, gentamicina e 
sulfametoxazol + trimetoprim, as cepas mostraram sensibilidades diferentes entre si. 
 
6.3 Infiltrado de células 
 
6.3.1 Células totais 
 
A exposição das vias aéreas de camundongos C57Bl/6 às duas cepas de P. 
mirabilis e ao LPS promoveu aumento do influxo de células para o trato respiratório 
(Figura 7). A administração de LPS aumentou 50x o número de células totais no tecido 
pulmonar em relação aos controles. Resultado semelhante foi observado nos animais 
infectados com a cepa ATCC, nos quais o aumento foi de 85x. A instilação de ATCC 
associada ao LPS promoveu maior influxo de células inflamatórias no BAL (36%) em 
comparação aos que receberam somente ATCC (Figura 7). 
No grupo Proteus CAM, verificou-se aumento de 175x no infiltrado de células no 
BAL, quando comparado com o grupo controle. A administração concomitante de LPS 




A exposição das vias aéreas de camundongos C57Bl/6 às duas cepas de P. 
mirabilis e ao LPS promoveu aumento do influxo de neutrófilos para o trato respiratório 
(Figura 7). A administração de LPS aumentou 37x o número de neutrófilos no BAL em 
relação aos controles. Resultado semelhante foi observado nos animais infectados com 
a cepa ATCC, em que o aumento foi de 65x. A instilação de ATCC associada ao LPS 
promoveu maior influxo de neutrófilos no BAL (32%) em comparação aos que 
receberam somente ATCC (Figura 7). 
No grupo P. mirabilis CAM foi observado aumento de 124x no infiltrado de 
neutrófilos no BAL, em comparação ao grupo controle. A administração concomitante 






Figura 7 – Infiltrado de células no tecido pulmonar de camundongos submetidos a 
instilação nasal de LPS e das cepas de P. mirabilis ATCC e CAM, em 













































































































Solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, cepa ATCC+LPS, Proteus mirabilis 
cepa CAM, cepa CAM+LPS. Os resultados expressam a média ± S.E.M de 5 animais por grupo. *p<0,01 

























6.4 Parâmetros hematológicos 
 
A Figura 8 mostra os parâmetros hematológicos em camundongos instilados com 
LPS e com as cepas ATCC e CAM de P. mirabilis, em associação ou não com LPS. 
 
Figura 8 – Parâmetros hematológicos em camundongos submetidos a instilação nasal 

















































































































































Solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, cepa ATCC+LPS, Proteus mirabilis 
cepa CAM, cepa CAM+LPS. WBC = contagem de leucócitos x10
3





/µL ; HGB = concentração sanguínea de hemoglobina g/dL; HCT = hematócrito %.Resultados 
da média de 5 camundongos por grupo. *p <0,05 em comparação com o respectivo controle. 
Na análise dos exames hematológicos de camundongos C57Bl/6 inoculados, por 
instilação nasal, com solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, 
cepa ATCC + LPS, Proteus mirabilis cepa CAM, cepa CAM + LPS, os leucócitos 
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apresentaram-se diminuídos em todos os grupos experimentais. A contagem de 
eritrócitos, concentração sanguínea de hemoglobina e hematócrito permaneceram 
inalterados. 
 
6.5 Parâmetros bioquímicos  
 
A Figura 9 mostra os parâmetros bioquímicos no soro sanguíneo de 
camundongos instilados com LPS e com as cepas ATCC e CAM de P. mirabilis, em 
associação ou não com LPS. 
 
Figura 9 - Parâmetros bioquímicos no soro sanguíneo de camundongos submetidos a 
instilação nasal de LPS e das cepas ATCC e CAM de P. mirabilis, 
























































































































































Solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, cepa ATCC+LPS, Proteus mirabilis 
cepa CAM, cepa CAM+LPS. ALT = alanina aminotransferase; AST = aspartato aminotransferase; uréia e 





Os parâmetros bioquímicos do soro sanguíneo - alanina aminotransferase (ALT), 
aspartato aminotransferase (AST), creatinina e uréia não apresentaram diferenças 
significantes entre os grupos experimentais. 
 
6.6 Exame histopatológico 
 
No exame histopatológico do infiltrado celular, a  cepa CAM isoladamente induziu 
aumento do infiltrado celular 83% maior que a cepa ATCC (Figura 10A). O LPS 
estimulou ainda mais o infiltrado de células inflamatórias promovido pelas duas cepas 
isoladamente; no entanto, em associação com o LPS, a cepa CAM promoveu estímulo 
significativamente maior que a cepa ATCC. 
Quando associado com as cepas de P. mirabilis, no tecido pulmonar, o LPS 
aumentou acentuadamente o infiltrado de células inflamatórias no parênquima do tecido 
pulmonar (Figura 10B).  
. 
Figura 10A - Infiltrado celular no tecido pulmonar, em camundongos submetidos a 
instilação nasal de LPS e das cepas ATCC e CAM de P. mirabilis, 























































Solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, cepa ATCC+LPS, Proteus mirabilis 
cepa CAM, cepa CAM+LPS. Os resultados expressam a média ± S.E.M. de 5 animais por grupo. *p<0,05 




Figura 10B – Infiltrado celular no parênquima pulmonar de camundongos submetidos a 
instilação nasal de LPS e das  cepas ATCC e CAM de P. mirabilis, em 
associação ou não com LPS.  
. 
<0,05 em relação ao grupo ATCC+LPS. 
 
 
Dentre os parâmetros bioquímicos verificados em todos os grupos experimentais  não 























Infiltrado celular no parênquima pulmonar de camundongos C57Bl/6 inoculados, por instilação nasal, com 
solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, cepa ATCC+LPS, Proteus mirabilis 








6.7 Produção de mediadores inflamatórios 
 
 A Figura 11 mostra as concentrações dos mediadores inflamatórios  no tecido 
pulmonar, em camundongos instilados com LPS e com as cepas ATCC e CAM de P. 
mirabilis, associadas ou não ao LPS. 
 
Figura11 - Mediadores inflamatórios no tecido pulmonar, LTB4 ( leucotrieno B4) e LTC4 
(leucotrieno C4), PGE2 (prostaglandina E2) em camundongos submetidos a 
instilação nasal de LPS e das cepas ATCC e CAM de P. mirabilis, 





































































































































Solução fisiológica (controle), LPS, Proteus mirabilis cepa ATCC, cepa ATCC+LPS, Proteus mirabilis 
cepa CAM, cepa CAM+LPS. Os resultados expressam a média ± S.E.M de 5 animais por grupo. *p<0,05 
em comparação com o controle, #p<0,05 em comparação com o grupo CAM.  
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Todos os grupos inoculados com os agentes ativos apresentaram aumento 
significativo na produção de PGE2 em relação ao grupo controle, mas não mostraram 
diferença significativa entre si. A produção de LTB4 também foi significativamente maior 
em todos os grupos inoculados com os agentes ativos; entretanto, aquele que recebeu 
a cepa CAM + LPS apresentou aumento significativamente maior em relação aos 
grupos que receberam a cepa ATCC e ao grupo CAM. O LTC4 elevou-se apenas nos 
grupos que receberam a cepa CAM. 
Todos os grupos inoculados com os agentes ativos apresentaram aumento 
significativo na produção de LTB4 e de PGE2 em relação ao grupo controle mas não 
mostraram diferença significativa entre si, exceto o LTB4, que aumentou 
significativamente em relação aos outros grupos experimentais, nos camundongos que 
instilados com a cepa CAM + LPS. O LTC4 elevou-se apenas nos grupos que 
receberam a cepa CAM, isoladamente e em associação com LPS. 
 
6.8 Análise dos transcritos gênicos 
 
Figura 12 – Expressão gênica de FliZ nas cepas de P. mirabilis ATCC e CAM. 
 
A figura apresenta a expressão gênica do gene FliZ presente nas cepas de P. 
























Expressão gênica de FliZ retirado do tecido pulmonar de camundongos C57Bl/6 infectados com 2 cepas 
de P. mirabilis. Os resultados expressam a média ± S.E.M de 4 cepas por grupo. *p<0,05 em 




A figura 12 mostra que a expressão deste gene encontrada nas cepas de P. 
mirabilis ATCC e CAM é diferente, sendo que a cepa CAM apresenta maior 
expressão.  
 
6.9 Espectrometria de massas - MALDI-TOF  
 
Figura 13 – Espectros obtidos para P. mirabilis ATCC e P. mirabilis CAM.  
 
 A figura 13 mostra os espectros de massas obtidos de cepas P. mirabilis ATCC e 
P. mirabilis CAM, preparadas a partir da cultura. O eixo x indica a relação massa/carga 
em daltons (m/z) das proteínas encontradas nos microrganismos e o eixo y representa 




Pode-se observar que ocorre variação na intensidade e frequência de alguns picos 








6.10 Análise Filogenética 
 
Figura 14 – Árvore filogenética da cepa CAM gerada a partir do método de Neighbour-





Figura 14 – Com os dados obtidos a partir da análise de matriz de similaridade, 
verifica-se que o isolado CAM tem 100% de similaridade com a espécie Proteus 
mirabilis. A média entre as amostras é de 0.128, nesses casos utilizamos a distância p 
porque esses são valores relativamente baixos e não há a necessidade de considerar 












































A identificação das bactérias utilizadas através de kits para identificação foi o 
primeiro passo deste experimento porque permitiu confirmar que as cepas utilizadas 
nas inoculações não estavam contaminadas por outros microrganismos, demonstrando 
com segurança que as alterações observadas foram efetivamente produzidas pelos 
agentes em estudo.  
Os resultados deste trabalho mostram que o P. mirabilis é capaz de provocar 
uma resposta inflamatória em camundongos quando estes são expostos a este agente 
por via intranasal, independentemente da cepa. Todavia, a cepa aqui denominada P. 
mirabilis CAM induziu uma resposta mais exacerbada em vários parâmetros, indicando 
ser mais agressiva do que a cepa P. mirabilis ATCC. 
A maior agressividade da cepa P. mirabilis CAM pode ser atribuída ao fato de ser 
de origem clínica, uma vez que Sosa et al. (2006) demonstraram que a distribuição de 
fatores de virulência em cepas de diferentes origens pode refletir a natureza oportunista 
do microrganismo.  
Vários autores afirmam que a virulência dos microrganismos depende de muitos 
fatores, inclusive ambientais. Considerando que amostras clínicas passam por uma 
complexa interação entre fatores do hospedeiro e da própria bactéria, esta pode 
desenvolver habilidades para sobreviver às agressões a que é submetida durante os 
processos de defesa do organismo, o que justificaria sua maior agressividade, 
diferentemente da cepa padrão, que permanece em ambiente estável. (SUH et al., 
1999; O’DRISCOLL et al., 1996. 
Stankowska et al. (2008) comparou os fatores de virulência de várias cepas de 
P. mirabilis e concluiu que a cepa de isolado clínico e outras duas de laboratório 
apresentaram maior virulência. Também afirmam que a necessidade de adaptação ao 
ambiente do hospedeiro faz com que desenvolvam estratégias de sobrevivência. 
A capacidade de alguns grupos de bactérias, dentre eles o Proteus, de formar 
biofilme pode ser um dos fatores responsáveis por sua maior virulência. O local do 
isolamento também pode interferir, tendo Wasfi et al. (2012) verificado que 
microrganismos isolados de sítios diferentes apresentavam diferente  níveis de 
resistência aos antimicrobianos. 
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Silva et al. (2010) testaram a resistência de duas cepas de Shigella flexneri ao 
cloranfenicol, sendo uma ATCC e outra isolada de paciente, e verificaram que a cepa 
isolada de paciente apresentava maior resistência. Atribuíram este comportamento ao 
uso indiscriminado de antibióticos, que propicia mutações. Tumbarello, et al (2007) 
relatam que cepas de origem nosocomial podem apresentar fenótipo multirresistente 
devido à exposição a terapias antimicrobianas inadequadas. 
Apesar das cepas utilizadas no desafio aos camundongos pertencerem ao 
mesmo gênero e espécie, consideramos importante comparar seu padrão de 
resistência aos antibióticos, tendo em vista que a cepa CAM apresentou perfil mais 
agressivo quanto ao estímulo para migração de neutrófilos. Esta característica poderia 
ser justificada considerando que as cepas são de origens diferentes, sendo a cepa 
CAM de origem clínica. 
A cepa P. mirabilis CAM apresentou sensibilidade a pelo menos um antibiótico 
do grupo dos aminoglicosídeos (amicacina), o que também foi verificado por Correia et 
al. (2007) e por Wenzel et al. (2003). Também mostrou-se sensível a cefalosporinas 
(ceftriaxona), conforme verificado anteriormente por Wenzel et al. (2003), e a 
fluorquinolonas (enrofloxacina). Em relação a este último grupo de antibiótico Cohn et 
al. (2003) observaram  aumento da resistência de P.  mirabilis isolado em UTI de cães. 
Os autores atribuíram este fato a mutações naturais ou mediadas por plasmídeos 
experimentadas pela bactéria. Em relação aos demais antibióticos, esta cepa 
apresentou um padrão de resposta de resistência intermediária ou resistente. 
O padrão de resistência de uma cepa pode ser determinado pela alteração da 
proteína alvo, pela inativação enzimática, pela alteração da permeabilidade da 
membrana externa ou pelo mecanismo de efluxo, podendo estes fatores ser diferentes 
entre microrganismos do mesmo gênero, sendo determinado pelo tipo de exigência 
necessário para a adaptação do microrganismo (BRAOIOS et al., 2009; OLIVEIRA; 
SILVA, 2008). 
A cepa P. mirabilis CAM apresentou resistência à sulfametoxazol+trimetoprim 
(Tabela 2), confirmando os resultados de Braoios et al. (2009), que descreveram alta 
prevalência de cepas de P. mirabilis resistentes a este agente antibacteriano. Não 
obstante, a cepa de P. mirabilis ATCC apresentou sensibilidade à sulfa+trimetoprim, 
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diferentemente do relatado por esses autores. Relataram, também, a ocorrência de um 
grande número de cepas de P. mirabilis resistentes à ampicilina, o que foi confirmado 
no presente experimento.  
 A diferença de sensibilidade entre as duas cepas à sulfa+trimetoprim é 
preocupante tendo em vista que este antimicrobiano, segundo Braoios et al. (2009) e  
Koch et al. (2008), é indicado de forma empírica para o tratamento de infecções por P. 
mirabilis. Braios et al. (2009) observam ainda que mais de 50% das cepas de P. 
mirabilis por eles testadas apresentaram resistência a este agente antimicrobiano, 
conforme verificamos neste trabalho em relação à cepa CAM. 
 Segundo Chen et al. (2012), o P. mirabilis é susceptível a β-lactâmicos, 
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e sulfametoxazol/ trimetoprim, mas é resistente à 
nitrofurantoína e à tetraciclina. Todavia, nosso experimento apresentou resultado 
discordante para alguns antimicrobianos (ampicilina - β-lactâmico, cefalexina - β-
lactâmico, ceftazidima - β-lactâmico, tetraciclina e sulfa + trimetoprim), o que pode ser 
atribuído a variações entre cepas, uma vez que os autores testaram cepas originadas 
do trato urinário. 
A resistência das cepas P. mirabilis à ampicilina pode ser explicada pela 
inativação do antibiótico por beta-lactamases bacterianas - ESBL (Extended-Spectrum 
Betalactamase), um grupo capaz de hidrolisar o anel betalactâmico. Foi verificado que 
há grupos de Proteus capazes de produzir essas enzimas (SCHWABER et al., 2004). 
As cepas de P. mirabilis estudadas apresentaram sensibilidade à ceftriaxona 
(Tabela 1). Braoios et al. (2009) referem cepas resistentes a este antibiótico, 
provavelmente por terem sido originadas de pacientes isolados e que, devido a 
condições específicas – por exemplo, uso indiscriminado de antibióticos – tenham 
adquirido resistência. 
Quando um organismo é desafiado por um microrganismo ocorre migração de 
neutrófilos para o local da invasão (Batra et al., 2012; Craig et al., 2009). Jeyaseelan et 
al. (2006) verificaram que o influxo precoce de neutrófilos é uma característica comum 
na pneumonia induzida por agentes bacterianos. Nossos resultados confirmam esta 
observação, visto ter-se verificado um influxo de neutrófilos no BAL quando os animais 
foram desafiados com as cepas de P. mirabilis. 
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A determinação de parâmetros bioquímicos foi incluída neste estudo porque 
vários autores verificaram alterações nesses parâmetros quando infectaram seus 
modelos com diferentes microrganismos – bactérias, fungos, helmintos e protozoários. 
Em nosso experimento, selecionamos os parâmetros ALT, AST, uréia e creatinina, a fim 
de detectar eventuais danos hepáticos e renais, uma vez que o P. mirabilis está 
comumente associado a lesões do sistema urinário e é sabido que o fígado está 
implicado em respostas a agentes agressivos.  
Os níveis séricos de ALT, AST, uréia e creatinina não apresentaram 
modificações frente às cepas estudadas (Figura 9). Não obstante, aumento da ALT foi 
relatada por outros autores, em diferentes espécies animais e frente a diferentes 
agentes. Prudente et al. (2008) observaram aumento dos níveis de ALT em gatos 
infestados experimentalmente pelo helminto Lagochilascaris minor; Hung et al. (2011) 
em camundongos C57Bl/6 infectados com Klebsiella pneumonia 24 horas após o início 
do experimento; Haque et al. (2011), após infestar camundongo C57Bl/6 com 
Plasmodium berghei em experimento de longa duração; Kretschmar et al. (1999) em 
camundongos BALB/c infectados com cepas de Candida albicans, em 24 horas após a 
infecção; Takahashi et al. (2006) em camundongos Swiss infectados com o fungo 
Paracoccidioides brasiliensis, que também verificaram aumento da ALT na 4ª. semana 
e da AST na 5ª. A duração relativamente curta de nosso estudo talvez possa explicar a 
ausência de modificação nos níveis séricos dessas enzimas. Apesar do experimento de 
Hung et al. (2011) também ter sido de curta duração, verificaram aumento dos níveis 
séricos de ALT, justificando a elevação pelo fato da Klebsiella pneumoniae ser 
causadora de lesões hepáticas, induzindo a formação de abcessos no fígado; o 
mecanismo para justificar tal lesão não está totalmente esclarecido, sendo a 
determinação da ALT utilizada para medir o nível da lesão. Kretschmar et al. (1999), 
também verificaram que o fungo Candida albicans induz lesões hepáticas 24 horas 
após a infecção, possivelmente devido à característica invasiva do agente, que se 
dissemina pela corrente sanguínea para vários órgãos após inoculação intraperitoneal. 
Em nosso experimento, os níveis séricos de uréia e de creatinina não se 
modificaram, o que também foi constatado por Prudente et al. (2008) em relação à 
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creatinina. Não foram encontradas na literatura outras citações referentes aos níveis 
séricos destes indicadores da função renal.  
Para avaliar a ação da cepa P. mirabilis no desencadeamento do processo 
inflamatório, vários procedimentos foram considerados, dentre os quais a avaliação de 
infiltrado de neutrófilos (PMN) no pulmão, conhecido componente da resposta 
inflamatória (HOLLINGSWORTH et al., 2007). Mediante desafio com LPS concomitante 
à inalação de ambas as cepas de P. mirabilis, verificou-se aumento do infiltrado celular 
nos pulmões (Figura 10A e 10B). Esta resposta é típica e também foi observada por 
outros autores. Reutershan et al. (2004) observaram que a inalação de LPS de 
Salmonella enteritidis induz o recrutamento de células polimorfonucleares, dependente 
de tempo, no tecido pulmonar e no lavado broncoalveolar de camundongos. Relataram 
também que, mesmo antes da exposição ao LPS, o pulmão dos animais já apresentava 
número significativo de leucócitos, que aumentou moderadamente quatro horas após a 
estimulação por LPS. A presença de leucócitos antes da estimulação poderia ser 
explicada como sendo uma reserva fisiológica presente na vasculatura pulmonar. Não 
observamos leucócitos no pulmão antes do desafio, provavelmente devido à diferença 
de técnicas empregadas, tendo esses autores utilizado a citometria de fluxo para 
caracterizar a migração celular logo no início do experimento. 
Vários autores demonstraram que a administração de LPS pode causar doença 
inflamatória grave no pulmão e que a resposta do hospedeiro inclui a inflamação aguda 
com expressão de citocinas, seguida por um recrutamento de macrófagos, 
principalmente na região peribrônquica (HOLLINGSWORTH et al., 2007; 
STARKHAMMAR et al., 2012). 
Szarka et al. (1997) observaram que, quando ocorre indução por LPS, a 
inflamação pulmonar e a hiper-reatividade brônquica se iniciam em, aproximadamente, 
4 horas após a exposição, alcançando concentração máxima em 24 horas, seguida de 
declínio após 48 horas da administração. Embora Toward e Broadley, (2000) tenham 
verificado em cobaias desafiadas com LPS aumento substancial no número de 
neutrófilos no lavado broncoalveolar, após 30 minutos do desafio; este aumento foi 
progressivo durante 24 horas, sendo ainda observado durante 48 horas após o desafio. 
O número de macrófagos também aumentou progressivamente durante 48 horas, 
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acompanhado por pequeno aumento no número de eosinófilos. Nosso experimento 
previa a observação da migração celular somente após 48 horas do desafio, quando 
verificamos diferença na migração de acordo com o desafio praticado. 
  Corteling et al. (2002) inocularam camundongos das linhagens BALB/c e C57Bl/6 
com LPS intranasal e observaram que, após 24 horas, houve aumento de neutrófilos e 
de linfócitos no lavado broncoalveolar dos animais da linhagem BALB/c. O mesmo não 
ocorreu com a linhagem C57Bl/6, na qual verificaram aumento de neutrófilos apenas no 
lavado broncoalveolar. Ainda assim, o aumento de neutrófilos na linhagem C57Bl/6 foi 6 
vezes menor do que aquele observado nos camundongos BALB/c. Nosso experimento 
não visava a comparação entre diferentes linhagens, porém, a migração de neutrófilos 
observada também foi relatada por outros autores (LANDGRAF et al., 2012; TOWARD 
et al., 2000). 
O exame histopatológico revelou que houve aumento de infiltrado celular no 
parênquima pulmonar dos animais expostos ao LPS concomitantemente com os 
agentes microbianos. Este efeito pode ser decorrente dos mediadores inflamatórios 
liberados em consequência da exposição. Este afluxo de células inflamatórias pode 
levar a grave lesão tecidual e fibrose, conforme sugerido por Castro et al. (2006). 
Está bem estabelecido que após um estímulo inflamatório, ocorre liberação de 
mediadores inflamatórios como a PGE2 e dos leucotrienos (LTB4 e LTC4) e a liberação 
destes mediadores corrobora com a migração de novas células para o foco inflamatório, 
possibilitando agravamento da resposta inflamatória e mais tardiamente, o surgimento 
de fibrose (DAVIES et al., 1984, PULICHINO et al., 2006; ZARINI et al., 2009). Tendo 
em vista que nossos resultados mostram que a cepa CAM  potencializou a resposta 
inflamatória induzida pelo LPS, consideramos oportuno quantificá-la. 
Todos os grupos experimentais apresentaram aumento significativo na produção 
de PGE2 e LTB4 quando comparados ao controle (Figura 11) Outros autores também 
verificaram a presença desta prostanglandina em animais infectados com diversos 
agentes (ARONOFF et al., 2009; OSHIMA et al., 2011; SHINOHARA et al., 2009, 
NYUYER et al., 2005). 
Quando os animais foram inoculados exclusivamente com a cepa P. mirabilis 
ATCC, o aumento de PGE2 foi menor do que quando a inoculação foi associada ao 
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LPS, embora a diferença não tenha sido significativa. Isto pode ser explicado pela 
exposição do animal a um segundo estímulo, aumentando a necessidade de 
mediadores inflamatórios na área lesada, conforme sugerido por Nguyen et al. (2005).  
Por outro lado, a inoculação com a cepa de P. mirabilis CAM provocou maior 
produção de PGE2 do que a induzida pela cepa de P. mirabilis ATCC, apesar da 
diferença não ter sido significativa. A inoculação concomitante de LPS promoveu 
apenas aumento moderado na produção de PGE2, o que provavelmente se deve ao 
fato desta cepa induzir uma produção elevada deste mediador, que não foi alterada 
significantemente mediante novo estímulo.  
Os níveis de LTB4 no tecido pulmonar aumentaram em todos os grupos 
experimentais, tendo sido significativamente potencializados com a inoculação 
simultânea de LPS no grupo CAM. Entretanto, apenas os animais do grupo infectado 
com a cepa de P. mirabilis CAM apresentaram aumento significativo na produção de 
LTC4 (Figura 11).  
Silva et al. (2010) verificaram, em ratos, que os leucotrienos potencializam a 
capacidade dos macrófagos alveolares em fagocitar K. pneumoniae em modelo de 
inflamação pulmonar. Outros autores demonstraram que, quando liberados LTB4 e LTC4 
em locais onde há infecção bacteriana, estes mediadores têm importante papel na 
determinação da natureza e intensidade da resposta mediada por neutrófilos 
(KANAOKA; BOYCE, 2004; MALAVIYA; ABRAHAM, 2000). 
 Os flagelos são importantes estruturas da superfície bacteriana envolvidos na 
motilidade, na adesão e na invasão de células, secretando fatores de virulência 
(LANOIS et al., 2008).  Um dos genes envolvidos no aparecimento desta estrutura, o 
gene FliZ, foi alvo de nosso estudo porque os resultados indicavam maior exacerbação 
da migração celular na cepa denominada CAM. 
 Nossos resultados demonstraram que a cepa CAM apresenta aumento 
significativo na expressão do gene FliZ quando comparado com a cepa ATCC (Figura 
12). 
A quantificação da expressão do gene FliZ foi realizada através de  RT-PCR, 
uma vez que Lanois et al. (2008)  descrevem que há uma interação complexa entre a 
regulação de motilidade flagelar e a expressão de virulência em muitas bactérias 
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patogênicas. Por outro lado, Saini et al. (2010) observam que, apesar de haver 
extensas pesquisas para compreender a função do gene FliZ, pouco se sabe sobre seu 
papel na expressão gênica flagelar, uma vez que mutantes que não apresentam o gene 
FliZ são móveis e apresentam pequena redução na expressão da genética flagelar. 
Estes autores sugerem que o papel do gene na montagem flagelar seja pequeno, 
podendo servir para funções tais como a de acoplamento da montagem flagelar, 
expressando genes de invasão. 
 O papel deste gene na indução de virulência ainda é bastante controverso. 
Chubiz et al. (2010) afirmam que o gene FliZ contribui para o mecanismo de virulência 
porque tem papel importante na invasão e colonização do intestino. Trabalhando com 
Salmonella enterica, esses autores observaram que os mutantes do gene FliZ 
apresentam uma redução na habilidade de colonizar o intestino. Também em 
Salmonella, Hung et al. (2012) verificaram que cepas mutantes do gene FliZ 
apresentam redução significativa na capacidade de invasão, tendo concluído que o 
gene FliZ é dos genes reguladores positivos de invasão. 
 Verificamos que a cepa CAM apresenta maior expressão deste gene, 
característica que poderia estar associada com a potencialização da resposta 
inflamatória, provavelmente devido a maior mobilidade e, consequentemente, maior 
capacidade de invasão.  
 Os dados obtidos com o MALDI-TOF demonstraram que há diferença entre os 
perfis de massa de P. mirabilis ATCC e P. mirabilis CAM. Este resultado sugere que a 
cepa aqui denominada Proteus mirabilis CAM possa não pertencer ao gênero Proteus, 
uma vez que a espectrometria de massa reconheceu a cepa P. mirabilis ATCC e não 
reconheceu a cepa CAM.  
 O não reconhecimento da cepa CAM pela espectrometria de massa colocou em 
dúvida sua identificação feita através de 2 diferentes kits normalmente utilizados para 
este fim. Ao comparar os métodos tradicionais com a espectrometria  na identificação 
de bactérias, Sauer; Kliem (2010),  obtiveram acertos entre 98 e 99% nas as espécies 
testadas.  
 Segundo Koepke (2001), apesar de altamente eficaz para a identificação de 
microrganismos, a espectrometria de massa pode ser influenciada por vários fatores, 
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tais como a quantidade de proteína na amostra, o grau de modificação pós-traducional, 
a qualidade das buscas automáticas e a presença da proteína nos bancos de dados. 
Provavelmente a cepa CAM não foi reconhecida pela espectrometria de massa pelo 
fato do equipamento não possuir em seu banco de dados as características da bactéria 
CAM, uma vez que se trata de um organismo isolado de pulmão de camundongos e 
que não é uma ocorrência frequente. 
A falta de uma identificação segura pela espectrometria de massa nos fez 
recorrer à análise da sequência do gene que codifica o 16S rRNA (o 16S rDNA é 
utilizado para inferir relações filogenéticas). Van Berkun et al. (2000) afirmam que, a 
partir de divergências na sequência entre os genes de 16S rRNA, é possível reconstruir 
relações evolutivas entre bactérias, pois a evolução de alguns genes se processa numa 
taxa constante por mutação e seleção darwiniana, sendo que a história evolutiva do 
gene 16S rRNA  se aproxima da história evolutiva do genoma total. 
O sequenciamento do gene 16S rRNA da cepa Proteus mirabilis CAM mostrou 
que o alinhamento das sequências apresenta similaridade de 100% com o 
microrganismo Proteus mirabilis. Acreditamos que novos estudos devam ser realizados 
e refinados com o objetivo de caracterizar corretamente a cepa aqui denominada CAM. 
Como a resposta inflamatória apresentada pelos animais infectados com a cepa CAM 
foi exacerbada e, também verificamos diferença significativa na quantificação do gene 
FliZ, podemos supor que existem diferenças ainda não detectadas entre estas duas 
cepas. Uma possibilidade seria a cepa pertencer a uma subespécie, fato este que 





































 O Proteus mirabilis tem a capacidade de se instalar nos pulmões, estimulando a 
resposta inflamatória, e podendo, assim, alterar os resultados de modelos 
experimentais  que utilizam a instilação nasal de LPS.  
 A administração de LPS exacerba a inflamação pulmonar induzida pelo P. 
mirabilis.  
 A cepa Proteus mirabilis CAM induz inflamação pulmonar significativamente 
maior do que a cepa P. mirabilis ATCC. 
 A inflamação induzida pela cepa P. mirablis CAM foi modulada por leucotrienos  
C4. 
 A cepa P. mirabilis CAM foi caracterizada como Proteus mirabilis, porém novos 
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